REMARKS 

The Official Action dated June 22, 2006 and the reference 
cited therein have been carefully reviewed. In view of the 
amendments submitted herewith, the Declaration by the inventors 
and the following remarks, favorable reconsideration and 
allowance of this application are respectfully requested. 

At page 2 of the Official Action, the Examiner has objected 
to claim 41 under 37 C.F.R. §1.75 c) for allegedly failing to 
further limit the subject matter of a previous claim. Claim 41 
has been amended such that it now depends from claim 2, thereby 
rendering this objection moot. 

Claims 2, 5, 9, 11-14, and 41 stand rejected under 35 U.S.C. 
§112, first paragraph. It is the Examiner's position that the 
disclosure fails to enable practice of the invention over the 
full scope of the claims. 

Claim 41 is further rejected under 35 U.S.C. §112, first 
paragraph as encompassing subject matter which was not described 
in the specification in such as way as to convey to the skilled 
person that Applicants were in possession of the invention as of 
the filing date of the present application. 

The Examiner has rejected claim 13 as allegedly indefinite 
for failing to particularly point out and distinctly claim the 
subject matter regarded as the invention. Claim 13 has been 
amended to refer to the polypeptide of SEQ ID NO: 2, thereby 
overcoming this rejection. 

At page 7 of the Official Action, the Examiner has rejected 
claims 1-17, and 41 under 35 U.S.C. §102 (b) as allegedly 
anticipated by Neugnot et al. 

The foregoing objection and rejections constitute all of the 
grounds set forth in the June 22, 2006 Official Action for 
refusing the present application. Each of these objections and 
rejections are traversed for the reasons set forth below. 
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THE CLAIMS AS AMENDED SATISFY THE ENABLEMENT AND WRITTEN 
DESCRIPTION REQUIREMENTS OF 35 U.S.C. §112, FIRST PARAGRAPH 

The Examiner has rejected claims 2, 5, 9, 11-14, and 41 
contending that the specification fails to enable polypeptide 
variants of SEQ ID NO: 2. Applicants respectfully disagree. 

ENABLEMENT 

A rejection under 35 U.S.C. §112, first paragraph, based on 
inadequate enablement is proper only when the rejected claim (s) 
is (are) of such breadth as to read on subject matter to which 
the specification is not enabling. In re Borkowski , 164 U.S.P.Q. 
642 (CCPA 1970) . Moreover, it is settled law that whenever the 
adequacy of enablement provided by an applicant's specification 
is challenged, the PTO has the initial burden of giving reasons, 
supported by the record as a whole, why the specification is not 
enabling. In re Armbruster , 185 U.S.P.Q. 152 (CCPA 1975). 
Indeed, a properly supported showing that the disclosure entails 
undue experimentation is part of the PTO's initial burden under 
§112, first paragraph. In re Angstadt , 190 U.S.P.Q. 214 (CCPA 
1976) . 

At page 4 of the Official Action, the Examiner states that 
"There is no disclosure or description of even a single example 
of a polypeptide mutant, derivative or homolog having 
lipase/acyltransf erase activity. Further no guidance is provided 
regarding modifying SEQ ID NO: 2 or 4 to create sequences which 
are at least 96% homologous to SEQ ID NO: 2 or sequences at least 
44-40% homologous to SEQ ID NO: 4 which have 
lipase/acyltransf erase activity. " 

In response, the Examiner's attention is respectfully drawn 
page 5, lines 20 to 25 wherein specific guidance as to which 
amino acids to be altered are provided. Also see page 7, lines 6 
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to 25 wherein derivative polypeptides are described. Additional 
variants and the means for making them are disclosed at page 12, 
lines 3 to 31. Also disclosed at page 19 line 28, over to page 
20, line 20 are methods for performing alignments of desired 
sequences and strategies for designing homologs which function as 
lipase/acyltransf erases . Additionally, the claims have been 
amended to recite that the variant polypeptides are recognized by 
antibodies which are immunospecif ic for the polypeptides of SEQ 
ID NOS: 2 and 4. Support for this amendment can be found at page 
12, lines 21 to 31 and in original claim 14. 

Inasmuch as the claims now require that the variant 
polypeptides are 1) lipase/acyltransf erases; 2) possess a certain 
level of identity to a reference sequence and 3) be recognized by 
antibodies which are immunologically specific for a polypeptide 
encoded by the reference sequence, Applicants submit that the 
present specification fully enables the claims as amended. 
Notably, sequences which do not possess all of the features are 
outside the scope of the claims. Accordingly, Applicants request 
the rejection of claims 2, 5, 9, 11-14, and 41 as allegedly 
lacking enablement be withdrawn. 

WRITTEN DESCRIPTION 

The Examiner has rejected claim 41 under 35 U.S.C. §112, 
first paragraph asserting that the subject matter encompassed by 
the claim was not described in such a way as to convey to the 
skilled person that the present inventors were in possession of 
the invention. Claim 41 has been amended such that it now 
depends from the claim 2. As mentioned above, in connection with 
the §112 rejection for inadequate enablement, claim 2 has been 
amended to also require that the polypeptides encompassed by the 
claim also be recognized by antibodies immunologically specific 
for the polypeptide of SEQ ID NO: 2. Accordingly, it is submitted 
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that the skilled person having the present specification before 
him would believe that the present inventors were in possession 
of the invention as presently claimed. In light of the foregoing 
remarks and claim amendments, Applicants submit that the claims 
are in full compliance with the requirements of 35 U.S.C. §112, 
first paragraph. Accordingly, Applicants request that the 
rejections discussed above be withdrawn. 



THE PRESENT CLAIMS ARE NOVEL OVER NUEGNOT ET AL. 

The Examiner has rejected claims 1-17 and 41 as allegedly 
anticipated by Neugnot et al. Neugnot et al. is not citable as 
prior art in the present case as the law is well settled that 
one's own work is not prior art under §102 (a) even though it has 
been disclosed to the public in a manner or form which otherwise 
would fall under §102 (a) . In re Katz , 215 U.S.P.Q. 14 (CCPA 
1982) . 

The present invention is related to the invention disclosed 
in PCT/EP2002/007413 filed July 4, 2002 and published 'on October 
23, 2002 submitted herewith as Exhibit A. Notably, this PCT 
application claims priority to EP Application 01401855.0 which 
was filed on July 11, 2001 which predates the publication date of 
the Neugenot et al. article. Neither the priority EP document, 
nor the PCT Application were published in the public domain prior 
to the effective filing date of the Provisional Application from 
which the present application claims priority. Applicants are in 
the process of obtaining a certified copy of the EP application 
which will be forwarded to the USPTO immediately upon receipt. 

All of the data relied upon to support the claimed invention 
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were generated by experiments conducted by the named inventors or 
by others working under their direction and supervision. 
Virginie Neugenot was a graduate student in the laboratory of 
Eric Dubreucq during the period when the experiments presented in 
the Exhibit were performed and was working under his direction 
and supervision. She is not a co-inventor of the subject matter 
presently claimed. Notably, authorship of an article does not 
raise the presumption of inventorship with respect to the subject 
matter disclosed in the article. In re Katz , supra 

Submitted herewith is a Declaration of the named inventors 
wherein they declare they are the inventors of the instantly 
claimed subject matter. A Declaration executed by Dr. -Dubreucq is 
attached. The undersigned is in the process of obtaining the 
signatures of the other named inventors who all reside in Europe. 
The fully executed Declaration will be forwarded to the USPTO 
immediately upon receipt thereof in the offices of the 
undersigned. 

In light of the foregoing remarks and the attached 
Declaration, Applicants submit that the rejection of claims 1-17 
and 41 under 35 U.S.C. §102 is untenable and should be withdrawn. 



CONCLUSION 

In view of the amendments presented herewith, and the 
foregoing remarks, it is respectfully urged that the rejections 
set forth in the June 22, 2006 Official Action be withdrawn and 
that this application be passed to issue. 

In the event the Examiner is not persuaded as to the 
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allowability of any claim, and it appears that any outstanding 
issues may be resolved through a telephone or in-person 
interview, the Examiner is requested to call the undersigned at 
the phone number given below. 



Respectfully submitted, 

DANN, DORFMAN, HERRELL AND SKILLMAN 

A Professional Corporation 




K^tfhleen D. Rigaiit; 
PTO Registration No. 43/ 



Telephone : 
Facsimile : 
Enclosure : 



(215) 563-4100 
(215) 563-4044 
PCT/EP2002/007413 

Declaration by named Co-inventors 
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(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMM EN ARBEIT AUF DEM GEB1ET DES 
PATENTWESENS (PCT) VER6FFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation fur geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum 
23. Januar 2003 (23.01.2003) 




PCT 



(10) Internationale Veroffentlichungsnummer 

WO 03/006644 A2 



(51 ) Internationale Patentklassifi Ration 7 : C 1 2N 9/20 

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP02/07413 

(22) Internationales Anmeldedatum: 

4. Juli 2002 (04.07.2002) 



(25) Einreichungssprache: 

(26) VerdfTentlichungssprache: 
(30) Angaben zur Prioritat: 



Deutsch 



Deutsch 



01401855.0 



11. Juli 2001 (11.07.2001) EP 



(71) An m elder (fur alle Bestimmungsstaaten m it Ausnahme von 
US): COGNIS DEUTSCHLAND GMBH & CO. KG 

[DE/DE]; Henkelstrasse 67, 40589 Dusseldorf (DE). 

(72) Erflnder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US): WEISS, Albrecht 

[DE/DE]; Forellenweg 37, 40764 Langenfeld (DE). 
BIGEY, Frederic [FR/FR]; Residence les Jardins de 
l'Agro, Bat. Al, 36, rue Buffon, F-34070 Montpellier 
(FR). DUBREUCQ, Eric [FR/FR]; 30, rue Jean-Jacques 
Rousseau, F-34000 Montpellier (FR). MOULIN, Guy 



[FR/FR]; 130, chemin de la Draille, F-34980 Montfer- 
rier-sur-Lez (FR). 

(81) Bestimmungsstaaten (national): BG, CN, CZ, HU, ID, JP, 

KR, PL, SI, SK, US. 

(84) Bestimmungsstaaten (regional): europaisches Patent (AT, 
BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, 
IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, SK, TR). 

Erklarung gemaB RegeL 4.17: 

— hinsichilich der Berechtigung des Anmelders, die Prior- 
itat einer friiherenAnmeldungzu beanspruchen (Kegel 4.17 
Ziffer Hi) fur die folgenden Bestimmungsstaaten BG, CN, 
CZ, HU, ID, JP, KR, PL, SI, SK, europaisches Patent (AT, 
BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, EI, ER, GB, GR, IE, 
IT, LU, MC, NL, PT, SE, SK, TR) 

Verflffentlicht: 

— ohne internationalen Recherchenbericht und erneut zu 
veroffentlichen nach Erhalt des Berichts 

Zur Erklarung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen 
Abkurzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Anfangjeder regularen Ausgabe 
der PCT-Gazette verwiesen. 



gg- (54) Title: LIPASE/ACYLTRANSFERASE 

(54) Bezeichnung: LIPASE/ACYLTRANSFERASE 

(57) Abstract: The invention relates to polypeptides with lipase/acyltransferase activity, comprising an amino acid sequence, which 
^ has at least 49° % similarity to the sequence given in SEQ ID NO. 2, also to polypeptides, which exhibit this activity, to nucleic acids 

(genes), which code for said polypeptides, to vectors, which contain nucleic acids that code for these polypeptides and to transformed 
^ micro-organisms, which contain said nucleic acids. The invention also relates to a method for producing said polypeptides and to 
\^ the use of the nucleic acids for identifying novel lipase/acyl transferases and the use of these lipase/acyl transferases as catalysts in 

chemical and biochemical methods. 



— ^ (57) Zusammenfassung: Vorgeschlagen werden Polypeptide mit Lipase/ Acyltransferase Aktivitat mit einer Aminosaurescquenz, 
2 welche zu der in SEQ ID NO.2 angegebenen Sequenz wenigstens 49°% Identitat beitzt, weiterhin Polypeptide die diese Aktivitat 
zeigen, desweiteren Nucleinsauren (Gene), die fiir diese Polypeptide kodieren, Vektoren, die Nucleinsauren enthalten, welche fur 
diese Polypeptide kodieren, transformierte Mikroorganismen, die diese Nucleinsauren enthalten, Verfahren zur Herstellung dieser 
Polypeptide sowie die Verwendung der Nucleinsauren zum Auffinden neuer Lipase/ Acyltransferasen und die Verwendung dieser 
5^" Lipase/Acyltransferasen als Katalysatoren in chemischen und biochemischen Verfahren. 
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Lipase/Acyltransferase 



Gebiet der Erfindung 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf Polypeptide mit Lipase/Acyltransferase Aktivitat, 
Aminosauresequenzen von Polypeptide^ die diese Aktivitat zeigen, auf Nucleinsauren (Gene), die fur 
diese Polypeptide kodieren, auf Vektoren, die Nucleinsauren enthalten, welche fur diese Polypeptide 
kodieren, auf transformierte Mikroorganismen die diese Nucleinsauren enthalten, auf Verfahren zur 
Herstellung dieser Polypeptide sowie auf die Verwendung von Nucleinsauren zum Auffinden neuer 
Lipase/Acyltransferasen und auf die Verwendung dieser Lipase/Acyltransferasen als Katalysatoren in 
chemischen und biochemischen Verfahren. 

Stand derTechnik 

Bei der Veresterung nach den ublichen Methoden der chemischen Synthese kann es einerseits wegen 
der Anwesenheit mehrerer frei vorliegender Hydroxylgruppen in der alkoholischen Komponente oder 
einem Partialester hiervon in der Regel zur Bildung von Gemischen aus einfach und mehrfach 
substituierten Produkten kommen, so dass die Einfuhrung und Entfernung von Schutzgruppen 
notwendig ist, wenn man gezielt eine bestimmte Verbindung synthetisieren will. 

Durch den Einsatz aktivierter Carbonsaurederivate entstehen Beiprodukte und haufig auch 
unerwunschte Nebenprodukte, welche die Aufarbeitung erschweren, die Ausbeuten an gewunschtem 
Produkt vermindem und die Umwelt belasten. Diese Nachteile konnen vermieden oder zumindest 
vermindert werden, indem die Herstellung auf enzymatischem Weg (z. B. in Anlehnung an das in der 
deutschen Anmeldung DE 197 53 789.8 beschriebene Verfahren) erfolgt. 

In der chemischen und biochemischen Synthese werden vermehrt Enzyme als Katalysatoren 
eingesetzt. So werden in vielen Fallen aufgrund der oft milderen Reaktionsbedingungen bereits in 
grolitechnischen Verfahren Hydrolase^ speziell Lipasen (EC 3.1.1.3) zur Fettspaltung eingesetzt. 

Geeignete enzymatische Verfahren zur Veresterung oder Umesterung sind beispielsweise beschrieben 
in K. Drauz und H. Waldmann, Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, VCH-Verlag, Weinheim 1975. 

Bekannt ist, dass Transesterifikation in wasserfreien Medien durch Lipasen katalysiert werden. Ist im 
Reaktionssystem von Estern, Alkohol und Lipasen auch Wasser vorhanden, so setzt normalerweise 
eine Abspaltung von gebundenen Fettsauren zu freien Fettsauren ein. Da verschiedene Lipasen auch 
die Bildung von Estem aus freien Fettsauren und Alkoholen katalysieren, werden im Endeffekt eine 
Transesterifikationsreaktionen mit einer Saurezwischenstufe durchgefuhrt Fur viele technische 
Prozesse ist allerdings von groIJem Nachteil, dass freie Sauren im System gebildet werden. Teilweise 
verhindert der Wassergehalt eine technisch und kommerziell akzeptable Umsetzung (Ausbildung eines 
unvorteilhaften thermodynamischen Gleichgewichts). Aufwendige technische Anlagen 
(Wasserentfernung uber z.B. azeotrope Destination, Membrantrennverfahren, Vakuumdestillation) 
miissen zur Erzielung befriedigender Ausbeuten eingesetzt werden. 
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In der Literatur wurde bereits ein bisher einzigartiges Polypeptid beschrieben, welches 
Lipase/Acyltransferase Aktivitat zeigt. Dieses Polypeptid wurde isoliert aus dem Mikroorganismus 
Candida parapsilosis CBS 604. Bisher wurde jedoch ausschliefilich die Reaktionsfahigkeit dieses 
Polypeptids beurteilt. Mit dem Polypeptid aus dem Mikroorganismus Candida parapsilosis, das sowohl 
Lipase als auch Acyltransferase-Eigenschaften zeigt, ist es moglich, die Zwischenstufe einer freien 
(Fett)saure auch in Gegenwart von Wasser (mit einer Aktivitat > 0,8) sehr niedrig zu halten. Gleichzeitig 
lasst sich der technische Aufwand in Grenzen halten. (vergleiche L. Vaysse, E. Dubreucq, J.-L. Pirat, P. 
Galzy; J. Biotech. 53(1997)41-46). 

Der Nachteil bei enzymatisch katalysierten Reaktionen liegt oft in der Verfugbarkeit und Stabilitat der 
Polypeptide. 

Beschreibung der Erfindung 

Die Aufgabe der vorliegenden Patentanmeldung hat darin bestanden, Polypeptide zu charakterisieren 
und zur Verfiigung zu stellen, die auch in wassrigem Milieu einen Acyltransfer in hohen Ausbeuten 
ermoglichen und damit die herkommlichen Nachteile bei einer Lipase-katalysierten Veresterung 
iiberwinden. 

Die Aufgabe der vorliegenden Patentanmeldung hat also darin bestanden, diese Polypeptide zu 
isolieren, die Aminosauresequenz und die Nucleotidsequenz, die fur diese Aminosauresequenz kodiert, 
zu entschliisseln da diese sowohl fur die biotechnologische Herstellung als auch fur die 
Weiterentwicklung des Polypeptides unerlasslich sind. 

Eine weitere Teilaufgabe bestand darin, die biotechnologische Produktion der gefundenen 
Lipase/Acyltransferase zu ermoglichen und dadurch in hoheren Ausbeuten zur Verfiigung zu stellen 
und dann die Moglichkeit zu besitzen, uber ein Screening Sequenzhomologien in altemativen 
Organismen aufcufinden. Mit eingeschlossen in diese Aufgabe war damit, transformierte Wirtszellen 
bereitzustellen, die in der Lage sind, dieses Polypeptid zu produzieren. 

Unter einem Polypeptid ist im Sinne der vorliegenden Anmeldung ein aus den naturlichen Aminosauren 
zusammengesetztes, weitgehend linear aufgebautes, zur Ausubung seiner Funktion zumeist 
dreidimensionale Struktur annehmendes Polymer zu verstehen. In der vorliegenden Anmeldung 
werden die 19 proteinogenen, natiirlich vorkommenden L-Aminosauren mit den international 
gebrauchlichen 1- und 3-Buchstaben-Codes bezeichnet. Eine andere Bezeichnung ist auch Protein, 
wobei es eine Limitierung der Anzahl der Monomereinheiten im Polypeptid von mindestens 50 geben 
soli. 

Im Sinne der Erfindung versteht man unter ..Lipase/Acyltransferase Aktivitat" die Aktivitat eines 
Polypeptides oder Enzymes, die die Eigenschaften von Lipasen mit Eigenschaften von 
Acyltransferasen vereinigt. Lipasen (EC3.1.1.3)zahlen zur Gruppe der Hydrolasen (spezieller der 
Esterasen) die spezifisch Fette (Triglyceride) in Glycerin und Fettsauren spalten; dieser Lipolyse 
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genannte Vorgang spielt sich an der Phasengrenze zwischen Fett und Wasser ab. Eine wichtige 
Eigenschaft die zur Einstufung in die Gruppe der Hydrolasen fuhrt, ist die Grenzflachenaktivitat von 
Lipasen. Mechanistisch spielt bei der Katalyse eine katalytische Triade aus Serin, Histidin und 
Asparaginsaure (oder Glutaminsaure) eine Rolle. Acyltransferasen (EC 2.3) werden auch als 
Transacylasen bezeichnet und zahlen zur Gruppe der Transferasen. Sie ubertragen ganz allgemein 
Acyl oder speziell Acetylgruppen von einem Donor- zu einem Akzeptormolekul und sind deshalb von 
besonderer Wichtigkeit beim Auf- und Abbau von Fetten. Studien an der erfindungsgemaflen 
Lipase/Acyltransferase haben gezeigt, dass dieses Polypeptid grenzflachenaktiv ist und Reaktionen 
katalysiert, die charakteristisch fur Lipasen sind. Es wurde weiterhin gefunden, dass dieses Polypeptid 
in der Lage ist, Transesterifizierungen zu katalysieren bei einem Wassergehalt im Reaktionsgemisch, 
der einer Wasser-Aktivitat grafter 0,8 entspricht. Bei diesem Gehalt an Wasser wurde eine 
herkommliche Lipase nur die Hydrolyse der Ester katalysieren. Es handelt sich also urn ein Polypeptid, 
welches sowohl charakteristische Merkmale fur Lipasen als auch fur Acyltransferasen zeigt. Bei dem 
erfindungsgemaflen, naturlich vorkommendem Polypeptid handelt es sich aufgrund von 
Sequenzhomologien zu bislang bekannten Enzymen wie beispielsweise Lipase aus Candida albicans 
urn eine Lipase und aufgrund seiner enzymatischen Aktivitat urn eine Acyltransferase. 

Als bevorzugte Donoren im Sinne der Erfindung fur katalytische Reaktionen mit der 
erfindungsgemallen Lipase/Acyltransferase kommen alle moglichen Ester, Fette, Triglyceride, 1,3- 
Diglyceride, 1 ,2-Diglyceride und 1-Monoglyceride zur Anwendung. Als bevorzugte Acceptoren im Sinne 
der Erfindung fur katalytische Reaktionen mit der erfindungsgemafJen Lipase/Acyltransferase kommen 
primare und sekundare Alkohole mit ein bis ftinf Kohlenstoffatomen, insbesondere Ethanol, Propanol, 
Butanol, 1,2-Propandiol, 1,3-Propandiol, 2-MethyM -propanol, 2-Methyl-1-butanol, 3-Methyl-1-butanol 
und Hydroxylamine zur Anwendung. 

Der hier verwendete Ausdruck Jdentitat" in Bezug auf die Aminosauresequenz bezeichnet eine 
Homologie zur gegebenen Aminosauresequenz die dazu fuhrt, dass das Polypeptid mit einer 
angegebenen Identitat die gleiche biologische Aktivitat besitzt wie das erste Polypeptid. Die Identitat 
der Nucleotidsequenz bezieht sich auf zu einer ersten Nucleotidsequenz homologes Gen. Homolog 
bedeutet in Bezug auf die Nucleotidsequenz, dass das Gen allelisch sein kann. Homolog bedeutet 
ferner, dass das Gen aus einer anderen Spezies stammen kann, das von diesem Gen kodierte 
Polypeptid aber die gleiche biologische Aktivitat besitzt wie das von der ersten Nucleotidsequenz 
kodierte Polypeptid. 

Gegenstand der Erfindung sind Polypeptide mit Lipase/Acyltransferase Aktivitat mit einer 
Aminosauresequenz, welche zu der in SEQ ID NO. 2 angegebenen Aminosauresequenz wenigstens 
49 %, vorzugsweise 80 %, bevorzugt mindestens 98 %, besonders bevorzugt 99,8 % und insbesondere 
100 % Identitat besitzen. Eine Identitat zu der in SEQ ID NO. 2 angegebenen Aminosauresequenz von 
mindestens 96 % gilt besonders fur den Teilbereich, welchen den Aminosauren in den Positionen 190 
bis 390 entspricht. Ein Polypeptid welches zu der in SEQ ID NO. 2 angegebenen Aminosauresequenz 
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100 % Identitat besitzt, enthalt 465 Aminosauren. Besonders bevorzugt ist eine 96 % Identitat fur die 
Teilbereiche in den Positionen 190-200, 220 bis 290 und 330 bis 385, insbesondere fur die Positionen 
196, 240 und 381. 

Die Aminosauresequenz des erfindungsgemaften Enzyms wird im Sequenzprotokoll unter der 
Bezeichnung SEQIDNO. 2 angegeben. Die Nukloetidsequenz dieses Enzyms wird im 
Sequenzprotokoll unter der Bezeichnung SEQ ID NO. 1 angegeben. Sie steht somit fur 
Weiterentwicklungen uber an sich bekannte molekularbiologische Methoden zur Verfugung. 

Vergleichbare Polypeptide mit Lipase/Acyltransferase Aktivitat stellen ebenfalls bevorzugte 
Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung dar und werden insofern beansprucht, wie sie 
Aminosaure- und/oder Nucleinsaure-Sequenzen aufweisen, die innerhalb des Ahnlichkeitsbereiches zu 
den in SEQIDNO. 1 und/oder SEQ ID NO. 2 angegebenen Sequenzen liegen. Dieser 
Ahniichkeitsbereich umfasst alle Polypeptide, deren Aminosauresequenz zu der in SEQ ID NO. 2 
angegebenen Aminosauresequenz mindestens zu 49 %, zu 80 %, zu 96 %, zu 96,5 %, zu 97 %, zu 
97,5 %, zu 98 %, zu 98,5 %, zu 99 %, zu 99,5 %, zu 99,8 % oder zu 100 % identisch ist. Dies gilt 
insbesondere fur jene Teilbereiche des Proteins, die die Aminosauren 190 bis 390 betreffen. 

Ein Polypeptid welches zu der in SEQ ID NO. 2 angegebenen Aminosauresequenz mindestens 80 % 
Identitat besitzt, hat eine molekulare Masse zwischen 49 und 55 kD nach Deglycosylierung, 
insbesondere von 54 kD. Das pH-Optimum fur die katalytische Reaktion der Transesterifizierung, 
Hydrolyse oder Veresterung welches bei 28 °C bestimmt wurde, liegt zwischen 3 und 8,5, bevorzugt 
zwischen 4 und 8, insbesondere zwischen 6 und 7,5. 

Ein optimaler Temperaturbereich bei der Katalyse der Hydrolyse, bestimmt beim pH-Optimum, liegt 
zwischen 30 und 50 °C, bevorzugt zwischen 35 und 40 °C. Ein optimaler Temperaturbereich fur die 
Katalyse der Transesterifizierung und die Veresterung, bestimmt beim pH-Optimum, liegt zwischen 20 
bis 50 °C, bevorzugt zwischen 20 und 30 °C. 

Zu den erfindungsgemaften Polypeptiden gehoren auch solche Enzyme, die zu diesen hinreichende 
Ahnlichkeit aufweisen oder mit an sich bekannten Methoden abgeleitet werden konnen, 

In einer besonderen Ausfuhrungsform der Erfindung liegen die Polypeptide mit Lipase/Acyltransferase 
Aktivitat mit einer Aminosauresequenz, welche zu der in SEQ ID NO. 2 angegebenen 
Aminosauresequenz wenigstens 49 %, vorzugsweise 80 %, bevorzugt mindestens 98 % besonders 
bevorzugt 99,8 % und insbesondere 100 % Identitat besitzen glycosyliert vor. Die Positionen an denen 
das Polypeptid glycosyliert vorliegt und der Grad der Glycosylierung sind abhangig vom Organismus, 
der dieses Polypeptid produziert. Bevorzugt ist ein Glycosylierungsgrad von 1 bis 2 Zuckerresten pro 
Molekul Polypeptid. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung sind die Polypeptide mit einem weiteren Peptid 
verkniipft. Bei einem solchen Peptid kann es sich urn einen Marker handeln, der beispielsweise dazu 
fuhren kann, das gewunschte Polypeptid in der Chromatographie insbesondere der 
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Affi nitatsch rom atog raph ie effektiver aufreinigen zu konnen. ErfindungsgemaR handelt es sich bei dem 
weiteren Polypeptid um den Marker his-tag. Bei his-tag handelt es sich urn ein Peptid welches aus 
sechs Monomeren Histidin-Einheiten aufgebaut ist. 

Eine besondere Ausfuhrungsform der Erfindung sind Polypeptide mit Lipase/Acyltransferase Aktivitat 
mit einer Aminosauresequenz, welche zu der in SEQ ID NO. 4 angegebenen Aminosauresequenz 
wenigstens 49 %, vorzugsweise 80 %, bevorzugt mindestens 98 %, besonders bevorzugt 99,8 % und 
insbesondere 100 % Identitat besitzen. 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung sind Polypeptidfragmente oder durch 
Deletionsmutation erhaltliche Polypeptide, mit einer Lipase/Acyltransferase-Aktivitat gemali der oben 
beschriebenen Polypeptide. 

Unter Fragmenten werden alle Proteine oder Peptide verstanden, die kleiner sind als natiirliche 
Proteine, die kleiner sind als jene Proteine, die denen von SEQ ID NO. 1 oder SEQ ID NO. 2 oder 
SEQ ID NO. 3 oder SEQ ID NO. 4 entsprechen, zu ihnen in den entsprechenden Teilsequenzen aber 
hinreichend homolog sind, oder solche, die vollstandig translatierten Genen entsprechen, und 
beispielsweise auch synthetisch erhalten werden konnen. Aufgrund ihrer Aminosauresequenzen 
konnen sie den betreffenden vollstandigen Proteinen zugeordnet werden. Sie konnen beispielsweise 
gleiche Strukturen annehmen oder proteolytische Aktivitaten oder Teilaktivitaten ausuben, wie 
beispielsweise die Komplexierung eines Substrats. Fragmente und Deletionsvarianten von 
Ausgangsproteinen sind prinzipiell gleichartig; wahrend Fragmente eher kleinere Bruchstucke 
darstellen, fehlen den Deletionsmutanten eher nur kurze Bereiche, und damit nur einzelne 
Teilfunktionen. 

Bei den Fragmenten kann es sich beispielsweise um einzelne Domanen handeln oderum Bruchstucke, 
die nicht mit den Domanen ubereinstimmen. Solche Fragmente konnen kostengunstiger herzustellen 
sein, bestimmte eventuell nachteilige Charakteristika des Ausgangsmolekuls nicht mehr besitzen, wie 
moglicherweise einen aktivitatssenkenden Regulationsmechanismus, oder ein gunstigeres 
Aktivitatsprofil entfalten. Derartige Proteinfragmente konnen auch nicht-biosynthetisch, sondem 
beispielsweise chemisch hergestellt werden. Die chemische Synthese kann beispielsweise dann 
vorteilhaft sein, wenn im Anschluss an die Synthese chemische Modifikationen vorgenommen werden 
sollen. 

Den Fragmenten sind wegen ihrer prinzipiellen Gleichartigkeit auch durch Deletionsmutation erhaltliche 
Polypeptide zuzuordnen. Solche konnen biochemisch weitgehend mit den Ausgangsmolekulen 
ubereinstimmen oder einzelne Funktionen gerade nicht mehr aufweisen. Dies erscheint beispielsweise 
bei der Deletion inhibierender Bereiche besonders sinnvoli. Im Ergebnis konnen mit den Deletionen 
sowohl eine Spezialisierung als auch eine Erweiterung des Anwendungsbereichs des Proteins 
einhergehen. Sofem dadurch eine im weitesten Sinne Lipase/Acyltransferase Aktivitat aufrechterhalten, 
modifiziert, spezifiziert oder auch erst erreicht wird, handelt es sich bei den durch Deletionsvarianten 
wie bei den Fragmenten um erfindungsgemaIXe Proteine; einzige zusatzliche Voraussetzung dafur ist, 
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dafi sie uber die noch vorhandene homologe Teilsequenz hinweg innerhalb des angegebenen 
Ahnlichkeitsbereichs zu den Sequenzen SEQ ID NO. 1 und SEQ ID NO. 2 und SEQ ID NO. 3 und 
SEQ ID NO. 4 liegen. 

Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung sind durch Insertionsmutation erhaltliche Oder chimare 
Polypeptide mit Lipase/Acyltransferase Aktivitat welches wenigstens in einem Teil aus einem 
Polypeptid besteht, das mit einem oben beschriebenen Polypeptid oder Fragment identisch ist. 

Unter chimaren oder hybriden Polypeptiden sind im Sinne der vorliegenden Anmeldung solche 
Proteine zu verstehen, die aus Elementen zusammengesetzt sind, die naturlicherweise von 
verschiedenen Polypeptidketten aus demselben Organismus oder aus verschiedenen Organismen 
stammen. Dieses Vorgehen wird auch Shuffling oder Fusionsmutagenese genannt. Der Sinn einer 
solchen Fusion kann beispielsweise darin bestehen, mithilfe des heranfusionierten Proteinteils eine 
bestimmte enzymatische Funktion herbeizufuhren oder zu modifizieren. Es ist dabei im Sinne der 
vorliegenden Erfindung unwesentlich, ob solch ein chimares Protein aus einer einzelnen 
Polypeptidkette oder mehreren Untereinheiten besteht, auf welche sich unterschiedliche Funktionen 
verteilen konnen. Zur Realisierung der letztgenannten Alternative ist es beispielsweise moglich, 
posttranslational oder erst nach einem Aufreinigungsschritt durch eine gezielte proteolytische Spaltung 
eine einzelne chimare Polypeptidkette in mehrere zu zerlegen. Zum Gegenstand der Erfindung gehoren 
auch solche chimaren Proteine, die aufgrund ihrer Konstruktion uber ihre gesamte Aminosaure- und 
oder Nucleotidsequenz hinweg eine gegebenenfalls geringere Identitat aufweisen als fur den 
erfindungsgemalJen Ahnlichkeitsbereich definiert, die ihm aber in mindestens einer der durch Fusion 
eingebrachten Bereiche zugerechnet werden konnen und in diesem Teil dieselben Funktionen wie in 
einer Lipase/Acyltransferase ausuben, die uber ihre ganze Lange in den genannten Homologiebereich 

fait 

Unter durch Insertionsmutation erhaltene Polypeptide sind solche zu verstehen, die uber an sich 
bekannte Methoden durch Einfugen eines Nucleinsaure-, beziehungsweise Proteinfragments in die 
Ausgangssequenzen erhalten worden sind. Sie sind ihrer prinzipiellen Gleichartigkeit wegen den 
chimaren Proteinen zuzuordnen. Sie unterscheiden sich von jenen lediglich im Groftenverhaltnis des 
unveranderten Proteinteils zur Grolie des gesamten Proteins. In solchen insertionsmutierten Proteinen 
ist der Anteil an Fremdprotein geringer als in chimaren Proteinen. 

Inversionsmutagenese, also eine partielle Sequenzumkehrung, kann als Sonderform sowohl der 
Deletion, als auch der Insertion angesehen werden. Dasselbe gilt fur eine von der ursprunglichen 
Aminosaureabfolge abweichende Neugruppierung verschiedener Molekulteile. Sie kann sowohl als 
Deletionsvariante, als Insertionsvariante, als auch als Shuffling-Variante des ursprunglichen Proteins 
angesehen werden. 

Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung sind Derivate eines Polypeptides mit 
Lipase/Acyltransferase Aktivitat gemaR einem der oben beschriebenen Polypeptide. 
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Unter Derivaten werden im Sinne der vorliegenden Anmeldung solche Polypeptide verstanden, deren 
reine Aminosaurekette chemisch modifiziert worden ist. Solche Derivatisierungen konnen 
beispielsweise biologisch im Zusammenhang mit der Proteinbiosynthese durch den Wirtsorganismus 
erfolgen. Hierfur konnen molekularbiologische Methoden eingesetzt werden. Sie konnen aber auch 
chemisch durchgefuhrt werden, etwa durch die chemische Umwandlung einer Seitenkette einer 
Aminosaure oder durch kovalente Bindung einer anderen Verbindung an das Protein. Bei solch einer 
Verbindung kann es sich beispielsweise urn andere Proteine handeln, die beispielsweise uber 
bifunktionelle chemische Verbindungen an erfindungsgemafie Polypeptide gebunden werden. Ebenso 
ist unter Derivatisierung die kovalente Bindung an einen makromolekularen Trager zu verstehen. 
Derartige Modifikationen konnen beispielsweise die Substratspezifitat oder die Bindungsstarke an das 
Substrat beeinflussen oder eine vorubergehende Blockierung der enzymatischen Aktivitat herbeifuhren, 
wenn es sich bei der angekoppelten Substanz urn einen Inhibitor handelt. Dies kann beispielsweise fur 
den Zeitraum der Lagerung sinnvoll sein. Eine weitere Ausfiihrungsform sind deshalb solche Derivate, 
die durch kovalente Bindung an einen makromolekularen Trager, wie beispielsweise Polyethylenglykol 
oder ein Polysaccharid erhalten worden sind. 

Im Sinne der vorliegenden Erfindung werden alle Polypeptide, Enzyme, Proteine, Fragmente und 
Derivate, sofern sie nicht explizit als solche angesprochen zu werden brauchen, unter dem Oberbegriff 
Polypeptide zusammengefasst. 

Die enzymatische Aktivitat kann durch andere Bereiche des Polypeptides, die nicht an der eigentlichen 
Reaktion beteiligt sind, qualitativ oder quantitativ modifiziert werden. Dies betrifft beispielsweise die 
Enzymstabilitat, die Aktivitat, die Reaktionsbedingungen oder die Substratspezifitat. Denn einerseits ist 
nicht genau bekannt, welche Aminosaurereste des erfindungsgemallen Polypeptide tatsachlich die 
Hydrolyse, Transesterifizierung und Veresterung katalysieren, und andererseits konnen nicht von 
vornherein bestimmte Einzelfunktionen definitiv von der Beteiligung an der Katalyse ausgenommen 
werden. Zu den Hilfsfunktionen oder Teilaktivitaten gehoren beispielsweise die Bindung eines 
Substrats, eines Zwischen- oder Endprodukts, die Aktivierung oder die Inhibierung oder Vermittlung 
eines regulierenden Einflusses auf die hydrolytische Aktivitat. Dabei kann es sich beispielsweise auch 
urn die Ausbildung eines Strukturelements handeln, das fern vom aktiven Zentrum liegt, oder urn ein 
Signalpeptid, dessen Funktion die Ausschleusung des gebildeten Proteins aus der Zelle und/oder 
dessen korrekte Faltung betrifft und ohne das in vivo in der Regel kein funktionsfahiges Enzym gebildet 
wird. Allerdings muli sich insgesamt eine Hydrolyse, Transesterifizierung und Veresterung katalysiert 
werden. 

Eine weitere Losung der erfindungsgemallen Aufgabe sind Polypeptide oder Derivate, die wenigstens 
eine antigene Determinante mit einem der oben genannten Polypeptide oder Derivate gemeinsam 
haben. 

Denn entscheidend fur die Ausubung enzymatischer Aktivitaten ist nicht allein die pure 
Aminosaureabfolge eines Proteins, sondem auch dessen Sekundarstrukturelemente und dessen 
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dreidimensionale Faltung. So konnen in ihrer Primarstruktur deutlich voneinander abweichende 
Domanen raumlich weitgehend ubereinstimmende Strukturen ausbilden und somit gleiches 
enzymatisches Verhalten ermoglichen. Solche Gemeinsamkeiten in der Sekundarstruktur werden 
ublicherweise als ubereinstimmende antigene Determinanten von Antiseren oder reinen Oder 
monoklonalen Antikorpern erkannt. Uber immunchemische Kreuzreaktionen konnen somit einander 
strukturell ahnliche Proteine oder Derivate detektiert und zugeordnet werden. 

Deshalb werden in den Schutzbereich der vorliegenden Erfindung gerade auch solche Polypeptide 
oder Derivate einbezogen, die Lipase/Acyltransferase Aktivitat aufweisen und moglicherweise nicht 
uber ihre Homologiewerte in der Primarstruktur, wohl aber uber ihre immunchemische Verwandtschaft 
den oben definierten erfindungsgemalien Proteinen oder Derivaten zugeordnet werden konnen. 

Erfindungsgemafie Polypeptide, die aus naturlichen Quellen stammen, sind bevorzugte 
Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung, insbesondere wenn sie aus Mikroorganismen wie 
einzellige Pilze oder Bakterien stammen. Denn diese lassen sich zumeist einfacher handhaben als 
vielzellige Organismen oder die von Vielzellern abgeleiteten Zellkulturen. Diese stellen fur spezielle 
Ausfuhrungsformen sinnvolle Optionen dar. 

Besonders bevorzugt sind erfindungsgemalie Polypeptide oder Derivate aus eukaryontischen Pilzen, 
insbesondere diese, die sekretierte Proteine unmittelbar ins umgebende Medium abgeben konnen. 

Ganz besonders bevorzugt sind erfindungsgemalie Polypeptide oder Derivate die erhaltlich sind aus 
Mikroorganismen, die ausgewahlt sind aus der Gruppe, die gebildet wird von Candida parapsilosis und 
bevorzugt Candida parapsilosis CBS 604, Candida antarctica (Trychosporon oryzae, Pseudozyma 
antarctica) Candida glabrata, Candida albicans, Candida maltosa, Candida tropicalis, Candida 
viswanathii, Issatchenkia orientalis (Candida krusei), Kluyveromyces marxianus (C. kefyr, C. 
pseudotropicalis), Pichia guiiliermondii (Candida guilliermondii), Geotrichum candidum, Fusarium solani 
und Aeromonas aeropMa. 

Unter den erfindungsgemalien Polypeptiden oder Derivate aus Candida-Species, wiederum, sind die 
aus Candida parapsilosis bevorzugt, darunter insbesondere aus Candida parapsilosis CBS 604, denn 
aus diesem wurde die Ausfuhrungsform des erfindungsgemalien Enzyms, deren zugehorige 
Sequenzen im Sequenzprotokoll angegeben sind, urspriinglich erhalten. 

Aus produktionstechnischen Grunden sind jeweils solche Stamme bevorzugt, die das gebildete 
Polypeptid in das sie umgebende Medium abgeben. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Nucleinsauren, die fur ein Polypeptid mit 
Lipase/Acyltransferase Aktivitat codieren, deren Nucleotidsequenz zu der in SEQ ID NO. 1 
angegebenen Nucleotidsequenz zu 100 % identisch ist, insbesondere uber den Teilbereich, der den 
Aminosauren 190 bis 390 gemali der SEQ ID NO. 2 entspricht. Weiterhin sind Nucleinsauren 
beansprucht, kodierend fur eine Aminosauresequenz, welche zu der in SEQ ID NO. 2 angegebenen 
Aminosauresequenz wenigstens 49 %, vorzugsweise 80 %, besonders 99,8 % und insbesondere 
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100% Identitat besitzt. Bevorzugt sind Nucleinsauren, kodierend fiir eine Aminosauresequenzen, 
welche zu der in SEQ ID NO. 2 angegebenen Aminosauresequenz in den Positionen 190 bis 390 
mindestens zu 96 % identisch sind. Insbesondere bevorzugt sind Nucleinsauren, die fiir eines der oben 
beschriebenen Polypeptide oder Derivate codieren. Der Ahnlichkeitsbereich umfasst auch alle 
Polypeptide, deren Nucleotidsequenz zu der in SEQ ID NO. 1 angegebenen Nucleotidsequenz 
mindestens zu 85 %, zu 87,5 %, zu 90 %, zu 92,5 %, zu 95 %, zu 96 %, zu 97 %, zu 98 %, zu 99 % 
oderzu 100% identisch ist. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Nucleinsauren die fiir ein Polypeptid mit 
Lipase/Acyltransferase Aktivitat kodieren, deren Nucleotidsequenz zu der in SEQ ID NO. 3 
angegebenen Nucleotidsequenz identisch ist. 

In den Schutzbereich mit einbezogen sind Nucleinsauren kodierend fur eine Aminosauresequenz, 
welche zu der in SEQ ID NO. 4 angegebenen Aminosauresequenz wenigstens 49 %, vorzugsweise 
80 % Identitat besitzt. Der Ahnlichkeitsbereich umfasst auch alle Polypeptide, deren Nucleotidsequenz 
zu der in SEQ ID NO. 3 angegebenen Nucleotidsequenz mindestens zu 85 %, zu 87,5 %, zu 90 %, zu 
92,5 %, zu 95 %, zu 96 %, zu 97 %, zu 98 %, zu 99 % oder zu 100 % identisch ist. 

Unter Nucleinsauren sind im Sinne der vorliegenden Anmeldung die naturlicherweise aus Nucleotiden 
aufgebauten als Informationstrager dienenden Molekule zu verstehen, die fiir die lineare 
Aminosaureabfolge in Proteinen oder Enzymen codieren. Sie konnen als Einzelstrang, als ein zu 
diesem Einzelstrang komplementarer Einzelstrang oder als Doppelstrang vorliegen. Als der 
naturlicherweise dauerhaftere Informationstrager ist die Nucleinsaure DNA fiir molekularbiologische 
Arbeiten bevorzugt. Demgegeniiber wird fur die Realisierung der Erfindung in naturlicher Umgebung, 
wie beispielsweise in einer exprimierenden Zelle, eine RNA gebildet, weshalb erfindungswesentliche 
RNA-Molekule ebenfalls Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung darstellen. 

Bei DNA sind die Sequenzen beider komplementarer Strange in jeweils alien drei moglichen 
Leserastern zu berucksichtigen. Femer ist zu beriicksichtigen, dass verschiedene Codon-Triplets fur 
dieselben Aminosauren codieren konnen, so dass eine bestimmte Aminosaure-Abfolge von mehreren 
unterschiedlichen und moglicherweise nur geringe Identitat aufweisenden Nucleotidsequenzen 
abgeleitet werden kann (Degeneriertheit des genetischen Codes). Aulierdem weisen verschiedene 
Organismen Unterschiede im Gebrauch dieser Codons auf. Aus diesen Grunden miissen sowohl 
Aminosauresequenzen als auch Nukleotidsequenzen in die Betrachtung des Schutzbereichs 
einbezogen werden und angegebene Nukleotidsequenzen sind jeweils nur als eine beispielhafte 
Codierung fiir eine bestimmte Aminosaurefolge anzusehen. 

Die einem Protein entsprechende Informationseinheit wird auch im Sinne der vorliegenden Anmeldung 
als Gen bezeichnet. 

Einem Fachmann ist es iiber heutzutage allgemein bekannte Methoden, wie beispielsweise die 
chemische Synthese oder die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) in Verbindung mit 
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molekularbiologischen und/oder proteinchemischen Standardmethoden moglich, anhand bekannter 
DNA- und/oder Aminosauresequenzen die entsprechenden Nukleinsauren bis hin zu vollstandigen 
Genen herzustellen. Derartige Methoden sind beispielsweise aus dem H Lexikon der Biochemie", 
Spektrum Akademischer Verlag, Berlin, 1999, Band 1, S. 267-271 und Band 2, S. 227-229, bekannt. 

Anderungen der Nukleotidsequenz, wie sie beispielsweise durch an sich bekannte 
motekularbiologische Methoden herbeigefuhrt werden konnen, werden als Mutationen bezeichnet. Je 
nach Art der Anderung kennt man beispielsweise Deletions-, Insertions- oder Substitutionsmutationen 
oder solche, bei denen verschiedene Gene oder Teile von Genen miteinander fusioniert (shuffling) 
werden; dies sind Genmutationen. Die zugehorigen Organismen werden als Mutanten bezeichnet. Die 
von mutierten Nukleinsauren abgeleiteten Proteine werden als Varianten bezeichnet. So fuhren 
beispielsweise Deletions-, Insertions- Substitutionsmutationen oder Fusionen zu deletions-, insertions- 
substitutionsmutierten oder Fusionsgenen und auf Proteinebene zu entsprechenden Deletions-, 
Insertions- oder Substitutionsvarianten, beziehungsweise Fusionsproteinen. 

Eine weitere Losung der erfindungsgemafien Aufgabe und damit einen eigenen Erfindungsgegenstand 
stellen die Organismen dar, die ein erfindungsgemalies Protein oder Derivat naturlicherweise bilden 
oder Nukleinsauren enthalten, die fur ein erfindungsgemalies Polypeptide oder Derivate kodieren. 
Denn deren Auffinden ermoglicht das Umsetzen des Erfindungsgedankens. Derartige Organismen sind 
in Anwendung allgemein bekannter Techniken, beispielsweise durch Isolieren von Stammen aus einem 
naturlichen Habitat oder durch Screening von Genbanken erhaltlich. Die in SEQ ID NO. 1 angegebene 
Nukleotidsequenz kann hierbei beispielsweise als Sonde zum Screening eingesetzt werden oder als 
Vorlage fur die Konstruktion entsprechender PCR-Primer dienen. Analog dazu konnen kurzkettige oder 
vollstandige Peptide mit Aminosauresequenzen nach SEQ ID NO. 2 zur Bildung entsprechender 
Antiseren verwendet werden, mit deren Hilfe entsprechende Organismen, beziehungsweise die von 
ihnen freigesetzten Proteine identifiziert werden konnen. 

Entsprechend deroben gemachten Ausfiihrungen sind Mikroorganismen, weil diese vor allem aufgrund 
der Kultivierbarkeit und als Produktionsorganismen mit einer besonders hohen Produktionsleistung in 
technischen Prozessen etabliert sind, vorzugsweise Hefe-Pilze, hierunter solcher der Gattung Candida, 
insbesondere Candida parapsilosis und ganz besonders urn Candida parapsilosis CBS 604 bevorzugt. 

Aus produktionstechnischen Grunden sind jeweils solche Stamme bevorzugt, die das gebildete 
Polypeptid in das sie umgebende Medium abgeben. 

Es ist moglich, dalJ natiirlich vorkommende Produzenten zwar ein erfindungsgemalies Enzym 
herstellen konnen, dieses aber unter den zunachst ermittelten Bedingungen nur in geringem MaBe 
exprimieren und/oder in das umgebende Medium abgeben. Sie fallen dennoch solange unter den 
Schutzbereich der vorliegenden Erfindung, wie die Moglichkeit besteht, geeignete Umweltbedingungen 
oder niedermolekulare oder sonstige Faktoren experimentell zu ermitteln, unter deren Einwirken sie zu 
einer Produktion des erfindungsgemalien Proteins angeregt werden konnen, die eine wirtschaftliche 
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Nutzung sinnvoll erscheinen lasst. Solch ein Regulationsmechanismus kann fur die biotechnologische 
Produktion gezielt eingesetzt werden, zum Beispiel zur Regulation der verantwortlichen Promotoren. 

Je nach Gewinnung, Aufarbeitung oder Preparation eines Proteins kann es mit diversen anderen 
Stoffen vergesellschaftet sein, insbesondere wenn es aus naturlichen Produzenten dieses Proteins 
gewonnen worden ist. Es kann dann, aber auch unabhangig davon, mit bestimmten anderen Stoffen 
gezielt versetzt worden sein, beispielsweise zur Erhohung seiner Lagerstabilitat, Unter dem Begriff des 
erfindungsgemaften Proteins sind deshalb zusatzlich auch alle Praparationen des eigentlichen 
erfindungswesentlichen Proteins zu verstehen. Das ist auch unabhangig davon, ob es in einer 
bestimmten Preparation tatsachlich diese enzymatische Aktivitat entfaltet oder nicht. Denn es kann 
gewunscht sein, dass es bei der Lagerung keine oder nur geringe Aktivitat besitzt, und erst zum 
Zeitpunkt der Verwendung seine Funktion entfaltet. Dies kann beispielsweise vom Faltungszustand des 
Proteins abhangig sein oder aus der reversiblen Bindung eines oder mehrere Begleitstoffe aus der 
Preparation oder aus einem sonstigen Kontrollmechanismus resultieren. 

Nucleinsauren bilden den Ausgangspunkt fiir molekularbiologische Untersuchungen und 
Weiterentwicklungen. Solche Methoden sind beispielsweise in dem Handbuch von Fritsch, Sambrook 
und Maniatis „Molecular cloning: a laboratory manual", Cold Spring Harbour Laboratory Press, New 
York, 1989 beschrieben. Auf dem Gen, insbesondere auf dem klonierten Gen beruhen auch alle im 
Stand der Technik unter dem Begriff Protein Engineering zusammengefassten gentechnischen und 
Protein-biochemischen Methoden. Mit solchen konnen erfindungsgemalie Polypeptide in Hinblick auf 
verschiedene Verwendungen weiter optimiert werden, beispielsweise durch Punktmutagenese oder 
durch Fusion mit Sequenzen aus anderen Genen. 

Einem eigenen Erfindungsgegenstand werden Vektoren zugerechnet, die einen der beschriebenen 
Nucleinsaurebereiche enthalten die fiir ein erfindungsgemalies Polypeptid mit Lipase/Acyltransferase 
Aktivitat codieren. 

Denn urn mit Nukleinsauren umzugehen, wird die DNA geeigneterweise in einen Vektor kloniert. 
Vektoren sind DNA-Molekule, die sich als Transprotmolekiile (Vehikel) zur Einschleusung 
(Transformation) von Fremd-DNA in Wirtszellen eignen und dort evt. autonom replizierbar sind. Haufig 
verwendeten Vektoren sind Plasmide, d.h. extrachromosomale, ringformige, doppelstrangige Bakterien- 
DNA, die sich durch geeignete Methoden in andere Mikroorganismen einbringen lasst und dort 
vermehrbar ist. 

Zu den Vektoren gehoren beispielsweise solche, die sich von bakteriellen Plasmiden, von Viren oder 
von Bacteriophagen ableiten, oder uberwiegend synthetische Vektoren oder Plasmide mit Elementen 
verschiedenster Herkunft. Mit den weiteren jeweils vorhandenen genetischen Elementen vermogen 
Vektoren, sich in den betreffenden Wirtszellen uber mehrere Generationen hinweg als stabile Einheiten 
zu etablieren. Es ist dabei im Sinne der Erfindung unerheblich, ob sie sich extrachomosomal als eigene 
Einheiten etablieren oder in ein Chromosom integrieren. Welches der zahlreichen aus dem Stand der 
Technik bekannten Systeme gewahlt wird, hangt vom Einzelfall ab. Ausschlaggebend konnen 
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beispielsweise die erreichbare Kopienzahl, die zur Verfugung stehenden Selektionssysteme, darunter 
vor allem Antibiotikaresistenzen, oder die Kultivierbarkeit der zur Aufnahme der Vektoren befahigten 
Wirtszellen sein. 

Die Vektoren bilden geeignete Ausgangspunkte fur molekularbiotogische und biochemische 
Untersuchungen des betreffenden Gens oder zugehorigen Proteins und fur erfindungsgemade 
Weiterentwicklungen und letztlich fur die Amplifikation und Produktion erfindungsgemafter Proteine. Sie 
stellen insofern Ausfuhrungsformen der voiiiegenden Erfindung dar, als die Sequenzen der enthaltenen 
erfindungsgemalJen Nukleinsaurebereiche innerhalb des oben naher bezeichneten Homologiebereichs 
liegen. 

Bevorzugte Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung sind Klonierungsvektoren. Diese eignen 
sich neben der Lagerung, der biologischen Amplifikation oder der Selektion des interessierenden Gens 
fur die Charakterisierung des betreffenden Gens, etwa iiber das Erstellen einer Restriktionskarte oder 
die Sequenzierung. Klonierungsvektoren sind auch deshalb bevorzugte Ausfuhrungsformen der 
vorliegenden Erfindung, weil sie eine transportierbare und lagerfahige Form der beanspruchten DNA 
darstellen. Sie sind auch bevorzugte Ausgangspunkte fur molekularbiologische Techniken, die nicht an 
Zellen gebunden sind, wie beispielsweise die Polymerasekettenreaktion. 

Expressionsvektoren besitzen Teilsequenzen, die sie dazu befahigen, in den fur die Produktion von 
Proteinen optimierten Wirtsorganismen zu replizieren und dort das enthaltene Gen zur Expression zu 
bringen. Bevorzugte Ausfuhrungsformen sind Expressionsvektoren, die selbst die zur Expression 
notwendigen genetischen Elemente tragen. Die Expression wird beispielsweise von Promotoren 
beeinflusst, welche die Transkription des Gens regulieren. So kann die Expression durch den 
naturlichen, ursprunglich vor diesem Gen lokalisierten Promotor erfolgen, aber auch nach 
gentechnischer Fusion sowohl durch einen auf dem Expressionsvektor bereitgestellten Promotor der 
Wirtszelle als auch durch einen modifizierten oder einen vollig anderen Promotor eines anderen 
Organismus. 

Bevorzugte Ausfuhrungsformen sind solche Expressionsvektoren, die uber Anderungen der 
Kulturbedingungen oder Zugabe von bestimmten Verbindungen, wie beispielsweise die Zelldichte oder 
spezielle Faktoren, regulierbar sind. Expressionsvektoren ermoglichen, dass das zugehorige Protein 
heterolog, also in einem anderen Organismus als dem, aus dem es naturlicherweise gewonnen werden 
kann, produziert wird. Auch eine homologe Proteingewinnung aus einem das Gen naturlicherweise 
exprimierenden Wirtsorganismus iiber einen passenden Vektor liegt innerhalb des Schutzbereichs der 
vorliegenden Erfindung. Diese kann den Vorteil aufweisen, dass naturliche, mit der Translation in einem 
Zusammenhang stehende Modifikationsreaktionen an dem entstehenden Protein genauso durchgefuhrt 
werden, wie sie auch naturlicherweise ablaufen wurden. 

Zur Gewinnung der erfindungsgemalien Polypeptide werden Mikroorganismen kultiviert, die mit einem 
Expressionsvektor transformiert wurden, der das fur das entsprechende Enzym kodierende Strukturgen 
enthalt. Die Expressionsvektoren wurden hierbei durch weiter unten beschriebene Verfahren 
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gewonnen. Die besonders bevorzugten Mikroorganismen die mit dem Expressionsvektor transformiert 
werden, sind Saccharomyces cerevisiae und Pichi pastoris. Bevorzugte Vektoren sind Plasmide deren 
Restriktionskarten in den Figuren 1 bis 3 abgebildet sind. 

Zu den im Rahmen der Erfindung verwendeten Vektoren zahlen die, die durch Schneiden mit 
geeigneten Restriktionsendonukleasen, bevorzugt BamH\ oder SnaBI und nachfolgende 
Rekombination mit den entsprechenden N- bzw. C-terminalen Halften des Enzymstrukturgens gebildet 
werden. Restriktionsendonucleasen sind Enzyme, die substratspezifisch doppelstrangige DNA dadurch 
in Fragmente zerlegen, dass sie Phosphatdiesterbindungen zwischen einzelnen Nucleotidbausteinen 
der DNA spalten. Alle Restriktionsendonucleasen vermogen bestimmte Basensequenzen der DNA zu 
erkennen, welche fur die Aktivitat der betreffenden Restriktionsendonucleasen spezifische 
Wirkungsorte (Schnittstellen) markieren. Beim Schneiden (Restriktion) doppelstrangiger DNA entstehen 
bei einigen Restriktionsendonucleasen spezifische sogenannte „uberstehende Enden", die unter 
bestimmten Renaturierungsbedingungen wieder miteinander oder mit entsprechenden 
(komplementaren) uberstehenden Enden anderweitig gewonnener DNA-Fragmente verbunden (ligtert) 
werden konnen (Rekombination). 

Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung konnen auch zellfreie Expressionssysteme sein, bei 
denen die Proteinbiosynthese in vitro nachvollzogen wird. Derartige Expressionssysteme sind im Stand 
der Technik ebenfalls etabliert. 

Eine weitere Ausfuhrungsform dieses Erfindungsgegenstands stellen Zellen dar, die einen der oben 
definierten Vektoren, insbesondere einen Klonierungs- oder einen Expressionsvektor enthalten. Denn 
insbesondere im Zuge molekularbiologischer Arbeiten, wie sie beispielsweise fur die Mutagenese, die 
Sequenzierung oder Lagerung der Vektoren notig sind, erfolgt deren Transformation in entsprechende 
Zellen. Hierfur konnen, abhangig von der Methode, beispielsweise gram-positive, insbesondere aber 
auch gram-negative Bakterien geeignet sein. 

Eine weitere Ausfuhrungsform sind Wirtszellen, die ein Polypeptid oder Derivat des ersten 
Erfindungsgegenstands exprimieren oder zu deren Expression angeregt werden konnen, vorzugsweise 
unter Einsatz eines oben definierten Expressionsvektors. 

Denn die bevorzugte /n-wVo-Synthese eines erfindungsgemaften Polypeptides erfordert den Transfer 
des zugehorigen Gens in eine Wirtszelle. Als Wirtszellen eignen sich prinzipiell alle Organismen, das 
heilit Prokaryonten, Eukaryonten oder Cyanophyta. Bevorzugt sind solche Wirtszellen, die sich 
genetisch gut handhaben lassen, was beispielsweise die Transformation mit dem Expressionsvektor 
und dessen stabile Etablierung angeht, beispielsweise einzellige Pilze oder Bakterien. Zudem zeichnen 
sich bevorzugte Wirtszellen durch eine gute mikrobiologische und biotechnologische Handhabbarkeit 
aus. Das betrifft beispielsweise leichte Kultivierbarkeit, hohe Wachstumsraten, geringe Anforderungen 
an Fermentationsmedien und gute Produktions- und Sekretionsraten fur Fremdproteine. Haufig mussen 
aus der Fulle an verschiedenen nach dem Stand der Technik zur Verfiigung stehenden Systeme die 
optimalen Expressionssysteme fur den Einzelfall experimentell ermitteln werden. Jedes 
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erfindungsgemafie Protein kann auf diese Weise aus einer Vielzahl von Wirtsorganismen gewonnen 
werden. 

Bevorzugte Ausfuhrungsformen stellen solche Wirtszellen dar, die aufgrund genetischer 
Regulationselemente, die beispielsweise auf dem Expressionsvektor zur Verfugung gestellt werden, 
aber auch von vornherein in diesen Zellen vorhanden sein konnen, in ihrer Aktivitat regulierbar sind. 
Beispielsweise konnen diese zur Expression angeregt werden durch kontrollierte Zugabe von 
chemischen Verbindungen wie beispielsweise Methanol, die als Aktivatoren dienen, durch Anderung 
der Kultivierungsbedingungen oder bei Erreichen einer bestimmten Zelldichte. Dies ermoglicht eine 
sehr wirtschaftliche Produktion der interessierenden Proteine. 

Eine Variante dieses Versuchsprinzips stellen Expressionssysteme dar, bei denen zusatzliche Gene, 
beispielsweise solche, die auf anderen Vektoren zur Verfugung gestellt werden, die Produktion 
erfindungsgemalJer Proteine beeinflussen. Hierbei kann es sich urn modifizierende Genprodukte 
handeln oder um solche, die mit dem erfindungsgemaBen Protein gemeinsam aufgereinigt werden 
sollen, etwa um dessen Funktion zu beeinflussen. Dabei kann es sich beispielsweise um andere 
Proteine oder Enzyme, um Inhibitoren oder um solche Elemente handeln, die die Wechselwirkung mit 
verschiedenen Substraten beeinflussen. 

Bevorzugte Wirtszellen sind prokaryontische oder bakterielle Zellen. Bakterien zeichnen sich 
gegenuber Eukaryonten in der Regel durch kurzere Generationszeiten und geringere Anspruche an die 
Kultivierungsbedingungen aus. Dadurch konnen kostengtinstige Verfahren zur Gewinnung 
erfindungsgemalJer Proteine etabliert werden. 

Insbesondere bevorzugt sind Wirtszellen, insbesondere Bakterien, die das gebildete Protein oder 
Derivat ins umgebende Medium sekretieren, so dass die exprimierten erfindungsgemafJen Proteine 
direkt aufgereinigt werden konnen. 

Bevorzugt ist die heterologe Expression. Grampositive Bakterien, wie beispielsweise Actinomycten oder 
Bacilli, besitzen keine aulJere Membran, so dass sie sekretierte Proteine unmittelbar in das sie 
umgebende Medium abgeben. Zu den fur die heterologe Expression bevorzugten Bakterien gehoren 
somit solche der Gattung Bacillus, insbesondere solche der Species, die unten aufgelistet sind. 

Auch gram-negative Bakterien konnen fur die heterologe Expression genutzt werden. Bei ihnen werden 
eine Vielzahl von Proteinen in den periplasmatischen Raum sekretiert, also in das Kompartiment 
zwischen den beiden die Zellen einschlielJenden Membranen. Dies kann fur spezielle Anwendungen 
vorteilhaft sein. Hierzu gehoren beispielsweise solche der Gattungen Klebsiella oder Escherichia, 
bevorzugt der Spezies die unten mitaufgelistet sind. 

Auch eukaryontische Zellen konnen sich zur Produktion erfindungsgemalJer Polypeptide eignen. 
Beispiele dafur sind Hefen wie Saccharomyces oder Kluyveromyces. Dies kann beispielsweise dann 
besonders vorteilhaft sein, wenn die Proteine im Zusammenhang mit ihrer Synthese spezifische 
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Modifikationen erfahren sollen, die derartige Systeme ermoglichen. Dazu gehoren beispielsweise die 
Bindung niedermolekularer Verbindungen wie Membrananker oder Oligosaccaride. 

Besonders bevorzugt fur die Produktion erfindungsgemafter Polypeptide aus transformierten 
Wirtszellen sind Mikroorganismen, die ausgewahlt sind aus der Gruppe, die gebildet wird von Candida 
parapsilosis, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris, Pichia boidinii, 
Pichia stipitis, Hansenula polymorpha, Kluyveromyces lactis, Schwanniomyces castellii, Yarrowia 
lipolytics, Escherishia coli, Bacillus subtilis, Bacillus amylolichefaciens, Bacillus stearothermophilus, 
Bacillus licheniformis, Lactococcus lactis, Streptococcus lactis, Lactobacillus bulgaricus, Aspergillus 
orizae, Aspergillus niger, Trichoderma reesei, Mucor sp und Rhizopus sp. 

Die transformierten Wirtszellen oder auch Transformanten genannt, werden anschlieBend in an sich 
bekannter Weise, bevorzugt wie in den Beispielen beschrieben, kultiviert und die gebildeten 
erfindungsgemafien Polypeptide isoliert. 

Alle bereits oben ausgefuhrten Elemente konnen zu Verfahren kombiniert werden, um 
erfindungsgemalie Polypeptide herzustellen. Diese Verfahren stellen daher einen weiteren Gegenstand 
der Erfindung dar. Es ist dabei fur jedes erfindungsgemalie Protein eine Vielzahl von 
Kombinationsmoglichkeiten an Verfahrensschritten denkbar. Sie alle verwirklichen die der vorliegenden 
Erfindung zugrundeliegende Idee, namlich Vertreter eines iiber die Lipase/Acyltransferase Aktivitat und 
gleichzeitig die hohe Homologie zu den in den Sequenzprotokollen angegebenen Sequenzen 
definierten Proteintyps mithilfe der zugehorigen genetischen Information quantitativ herzustellen. Das 
optimale Verfahren muss fur jeden konkreten Einzelfall experimentell ermittelt werden. 

Prinzipiell wird dabei folgendermalien vorgegangen: Erfindungsgemalie Nukleinsauren, also solche die 
innerhatb des oben definierten Ahnlichkeitsbereiches zu der Seqzuenz von SEQ ID NO. 1 oder 
SEQ ID NO. 3 liegen, werden geeigneterweise in Form der DNA in einen geeigneten Expressionsvektor 
ligiert. Dieser wird in die Wirtszelle transformiert, beispielsweise in Zellen eines leicht zu kultivierenden 
Bakterienstammes, der die Proteine, deren Gene unter der Kontrolle entsprechender genetischer 
Elemente stehen, in das umgebende Nahrmedium ausschleust; regulierende Elemente dafur konnen 
beispielsweise vom Expressionsvektor zur Verfugung gestellt werden. Aus dem umgebenden Medium 
kann das erfindungsgemalie Protein iiber mehrere Aufreinigungsschritte, wie beispielsweise Fallungen 
oder Chromatographien, aufgereinigt werden. Ein Fachmann ist in der Lage, ein System, welches im 
LabormalJstab experimentell optimiert worden ist, auf einen grolitechnischen Produktionsmallstab zu 
ubertragen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von naturlichen und/oder rekombinanten 
Mikroorganismen wie sie oben beschrieben wurden, enthaltend eine Nucleinsaure zur Herstellung 
eines erfindungsgemaBen, oben beschriebenen Polypeptides. 
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Weitere erfindungsgemalSe Verwendung der oben beschriebenen Nucleinsauren und/oder 
Aminosauresequenz, welche zu der in SEQ ID NO. 2 und/oder zu der in SEQ ID NO. 4 angegebenen 
Aminosauresequenz wenigstens 49 %, vorzugsweise 80 %, bevorzugt mindestens 98 % besonders 
bevorzugt 99,8 % und insbesondere 100 % Identitat besitzen zum Auffinden neuer Acyltransferasen. 

Dieses Auffinden neuer Enzyme wird auch als Screening bezeichnet. Speziell screent man Genbanken 
bestimmter Organismen nach allgemeinen Methoden, wie beispielsweise in Fritsch, Sambrook und 
Maniatis „Molecular cloning: a laboratory manual", Cold Spring Harbour Laboratory Press, New York, 
1989 angegeben sind. 

Durch Vergleich mit bekannten Enzymen, die beispielsweise in allgemein zuganglichen Datenbanken 
hinterlegt sind, lassen sich aus der Aminosaure- oder Nucleotidsequenz charakteristische Molekulteile 
wie beispielsweise Strukturelemente oder die enzymatische Aktivitat eines betrachteten Enzyms 
folgern. Solch ein Vergleich geschieht dadurch, dass ahnliche Abfolgen in den Nukleotid- oder 
Aminosauresequenzen der betrachteten Proteine einander zugeordnet werden. Dies nennt man 
Homologisierung. Eine tabellarische Zuordnung der betreffenden Positionen wird als Alignment 
bezeichnet. Bei der Analyse von Nukleotidsequenzen sind wiederum beide komplementaren Strange 
von jeweils alien drei moglichen Leserastern zu beriicksichtigen; ebenso die Degeneriertheit des 
genetischen Codes und die organismenspezifische Codon-Usage. Inzwischen werden Alignments uber 
Computerprogramme erstellt, wie beispielsweise durch die Algorithmen FASTA oder BLAST; dieses 
Vorgehen wird beispielsweise von D. J. Lipman und W. R. Pearson (1985) in Science, Band 227, S. 
1435-1441 beschrieben. Eine Zusammenstellung aller in den verglichenen Sequenzen 
ubereinstimmenden Positionen wird als Consensus-Sequenz bezeichnet. 

Solch ein Vergleich erlaubt auch eine Aussage uber die Ahnlichkeit oder Homologie der verglichenen 
Sequenzen zueinander. Diese wird in Prozent Identitat, das heiBt dem Anteil der identischen Nukleotide 
oder Aminosaurereste an denselben Positionen widergegeben. Ein weiter gefasster Homologiebegriff 
bezieht die konservierten Aminosaure-Austausche in diesen Wert mit ein, Es ist dann von Prozent 
Ahnlichkeit die Rede. Solche Aussagen konnen uber ganze Proteine oder Gene oder nur uber einzelne 
Bereiche getroffen werden. 

Homologe Bereiche von verschiedenen Proteinen sind zumeist solche mit gleichen Strukturelementen 
und/oder Funktionen, die sich durch Obereinstimmungen in der primaren Aminosauresequenz 
erkennen lassen. Sie geht bis zu volligen Identitaten in kleinsten Bereichen, sogenannten Boxen, die 
nur wenige Aminosauren umfassen und meist fur die Gesamtaktivitat essentielle Funktionen ausiiben. 
Unter den Funktionen der homologen Bereiche sind kleinste Teilfunktionen der vom gesamten Protein 
ausgeubten Funktion zu verstehen, wie beispielsweise die Ausbildung einzelner 
Wasserstoffbruckenbindungen zur Komplexierung eines Substrats oder Ubergangskomplexes. 

Aufgrund von Alignments konnen fur erfindungsgemalie Polypeptide weitgehend dieselben Sekundar- 
und Tertiarstrukturen angenommen werden wie fur die zur Homologisierung herangezogenen Proteine. 
Deren Strukturelemente konnen in allgemein zuganglichen Datenbanken wie beispielsweise am EMBL- 
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European Bioinformatics Institute (EBI) in Cambridge, GrolJbritannien (http://www.ebi.ac.uk), Swiss-Prot 
Oder GenBank (National Center for Biotechnology Information NCBI, National Institutes of Health, 
Bethesda, MD, USA) abgerufen werden. Sollten sich hiervon abweichende Strukturen ergeben oder 
sich herausstellen, dass verschiedene Faltungsvarianten mit variierenden Eigenschaften existieren, 
was beispielsweise die optimalen Reaktionsbedingungen oder die Substratspezifitat angeht, so werden 
diese alle in den Schutzbereich der vorliegenden Erfindung einbezogen. Denn zum einen kann die 
Faltung von den Herstellungsbedingungen abhangen, beispielsweise bei Anwesenheit oder Fehlen des 
Leader-Peptids. Zum anderen konnen sich diese Varianten fur jeweils verschiedene 
Einsatzmoglichkeiten als besonders geeignet herausstellen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von beschriebenen Polypeptiden als 
Katalysatoren bei Acyltransferreaktionen, insbesondere bei Reaktionen die ausgewahlt sind aus der 
Gruppe die gebildet wird von Alkoholyse von Estern, speziell von Glycerolen oder Sterolen, Alkoholyse 
von Thioestern, Thiolyse von Estern, Aminolyse eines Esters mit Hydroxylaminen oder Hydrazinen; 
Reaktion eines Esters mit Hydrogen-Peroxiden und enantioselektive Synthese von Estern, Thioestern 
oder Lactonen durch Alkoholyse. Spezielle Reaktionen die von den erfindungsgemalJen Polypeptiden 
katalysiert werden, sind beispielsweise beschrieben in: a) Foumand et al. J. Mol. Catalysis B, 1998, 5, 
207-211; b) Briand etal. Eur. J. Biochem. 1995, 228, 169-175. 
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Beispiele 



1. Beispiel: Kultivierung des Stammes und Isolierung des Polypeptides 

Der Stamm Candida parapsilosis (Ashford) Langeron und Talice, CBS 604 wurde beim Centraalbureau 
voor Schimmelcultures, Yeast devision, Delft Niederiande hinteriegt. 

Die Anzucht erfolgte in der gleichen Weise wie bei Briand et al. in Eur. J. Biochem., 1995, 228, 169-175 
beschrieben. Die Hauptkultur wurde mit 100 mM Phosphatpuffer auf pH 6,5 eingestellt und mit 5 g/l 
Glukose als C-Quelie versetzt. 

Am Ende der exponentiellen Wachstumsphase wurde die Kulturbriihe zentrifugiert (7000 g fur 15 min) 
und die Lipase/Acyltransferase aus dem fliissigen Oberstand erhalten. Die Aufreinigung des 
Polypeptides erfolgte nach der Methode, beschrieben in Riaublanc A. et al. J. Am. Oil Chem. Soc. 
1993, 70, 497-500. 

2. Beispiel: Molekularbiologische Arbeitsschritte 

Alle molekularbiologischen Arbeitsschritte folgen Standardmethoden, wie sie beispielsweise in 
Handbuchem wie dem von Fritsch, Sambrook und Maniatis „Molecular cloning: a laboratory manual", 
Cold Spring Harbour Laboratory Press, New York, 1989 angegeben sind. 

Der Gehalt an Lipase/Acyltransferase wurde in units (U) gemessen, bestimmt als Gehalt an Olsaure die 
pro Minute erhalten wird bei der Hydrolyse von Trioleylglycerol unter den Bedingungen beschrieben bei 
Briand et al. in Eur. J. Biochem. 1995; 228; 169-175. Die Proteinkonzentration wurde nach der Methode 
von Bradford ( 1976; Anal. Biochem. 72; 248-254) bestimmt. 

3. Beispiel: Expression eines Gens enthaltend die Nucleinsaure nach SEC ID NO. 1 in 
Saccharomyces cerevisiae 

Zur Expression der gewunschten Nucleinsauresequenz wurde zunachst mit der Restriktionsendo- 
nuclease BamHI DNA partiell hydrolysiert. Mittels degenerierter PCR wurden Primer konstruiert, welche 
die Nucleinsaure nach SEQ ID NO. 1 enthalten. Folgende Primer-Paare wurden verwendet (Start und 
Stop-Codon sind unterstrichen; BamHI-Restriktionsseite ist fett gedruckt) : 

forward S'-CTCGGATCCATGCGTTACTTTGCTATTGC 

reverse S'-CACGGATCCTTAAAAAGCAAAACGTTCCAACTTGAGCAATCC 

Fur die PCR Amplifikation wurde folgendes Zeitflemperatur-Programm durchgefuhrt: 5 min bei 95 °C 
denaturiert und danach 30 Zyklen von 1 min bei 95 °C, 1 min bei 50 °C, 1 min bei 72 °C und als letzten 
Schritt 10 min bei 72 °C. 

Die Fragmente aus der PCR wurden mit der Restriktionsendonuclease BamHI digestiert und 
anschliessend in den mit der Restriktionsendonuclease BamHI geschnittenen Vektor pVT100-U zum 
Plasmid ligiert. Erhalten wurde der Vektor pVT100CpLIP2 nach Figur 1 (replikatives Plasmid). Die 
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Abwesenheit von Mutationen wurde durch Sequenzierung der Inserts gepriift. Die Transformation der 
neukombinierten DNA in den Stamm Saccharomyces cerevisiae W303-1a wurde durchgefuhrt nach der 
Elektroporations-Methode beschrieben von Becker et al. in Methods in Enzymology, 1991, 194, 182- 
187. Die Transformanten wurden auf YNB Medium ohne Uracil selektiert (6,7 g/l Yeast nitrogen base 
ohne Aminosaure von der Firma [Difco], 20 g/l Glukose, 150 mg/l Leucin, 100 mg/l Adenin, 100 mg/l 
Histidin, 100 mg/l Tryptophan) mit einer Frequenz von 1-2X10 4 Tranformanten pro ^g DNA. Die 
Transformanten wurden selektiert in einem Plattentest auf Lipase-Aktivitat nach der Methode von 
Kouker beschrieben in : Kouker G. et al., Applied Environ. Microbiol 1987, 59, 21 1-213. 

Der selektierte Transformant wurden in einem Schuttelkolben bei 28 °C im YPD Medium kultiviert. 
(YPD = 10 g/l Yeast extract [Difco], 20 g/l Bacto peptone [Difco], 60 g/l Glukose, 150 mg/l Leucin, 100 
mg/l Adenine, 100 mg/l Histidin und 100 mg/l Tryptophan). Die Kulturbriihe wurde nach 36 Stunden 
Fermentation geerntent und der Uberstand der Kulturlosung durch Zentrifugieren vom Ruckstand 
getrennt. Der Uberstand enthielt 2500 U der rekombinanten Lipase/Acyltransferase pro Liter und eine 
spezifische Aktivitat von 0,7 U/mg. Nach der Aufkonzentration durch Ultrafiltration und hydrophober 
Chromatographic an Phenylsepharose 6 Fast-Flow Gel konnten 10 % der Aktivitat wieder erhalten 
werden, mit einer spezifischen Aktivitat von 80 U/mg. 

4. Beispiel: Expression eines Gens enthaltend SEQ ID NO. 1 in Pichia pastoris 

Die Lipase/Acyltransferase wurde exprimiert als Fusion zu einem N-terminalem Peptid, welches fur das 
Sekretionssignal des ct-Faktors aus Saccharomyces cerevisiae kodiert. Zunachst wurde das Gen 
korrespondierend zu SEQ ID NO. 1 PCR amplifiziert und dadurch ein geschnittenes Gen des gereiften 
Genes erhalten. Folgende Primer wurden verwendet: (das Stop-Codon ist unterstrichen, das erste 
Phenylalanin-Codon des gereiften Gens ist fett gedruckt) 

forward 5-TTTGTCTTGGCTCCCAAAAAGCCA 

reverse 5-TTAAAAAGCAAAACGTTCCAACTTGAGCAATCC 

Fur die PCR Amplifikation wurde folgendes Zeit/Temperatur-Programm durchgefuhrt: 2 min bei 94 °C 
denaturiert und danach 15 Zyklen von 15 sec bei 94 °C, 30 sec bei 50 °C, 90 sec bei 72 °C plus 5 sec 
pro Zyklus fur die Extensionsperiode von Zyclus 1 1 und als letzten Schritt 7 min bei 72 °C. 

Nach der Amplifizierung wurde das erhaltene Fragment mit T4-Polynucleotid-Lipase phosphoryliert und 
mit T4-DNA-Polymerase abgestumpft. Das Fragment wurde anschliessend mit einem mit SnaBI 
digestierten pPIC9K Plasmid ligiert und man erhielt den Vektor pPIC9KCpLIP2 (replikatives Plasmid) 
(Figure 2). Die Abwesenheit von Mutationen wurde durch Sequenzierung der Inserts gepriift. 

Die Transformation der Hefe-Spheroplasten wurde mit dem Pichia - Expressions kit der Firma 
Invitrogen (Groningen Niederlande) durchgefuhrt. Die Transformationsfrequenz betrug 10 3 
Transformationen pro ng DNA. 

Ein selektierter Transformant wurde mit einem synthetisches Medium beschrieben von Boze et al. in: 
(Boze H. et al.; Process Biochem, 2001, 36, 907-913) welchem 40 g/l Glycerol zugesetzt wurden, in 
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einem Fermenter kultiviert. Nach der Wachstumsphase (nach 2500 min Fermentation) im batch 
Verfahren wurde im fed-batch-Verfahren reines Methanol (5 g/l) zugegeben urn die Expression des 
Gens zu induzieren. Nach 4-tagiger Kultivierung mit einer hohen Zelldichte wurde der Uberstand der 
Kulturbriihe durch Zentrifugation vom Ruckstand getrennt. Der erhaltene Uberstand enthielt 102000 U/l 
der rekombinanten Lipase/Acyltransferase mit einer spezifischen Aktivitat von 80 U/mg Protein. Eine 
Aufkonzentration uber Ultrafiltration mit 10000 kD cut-off Membranen ergaben eine 
Enzymkonzentration von 830000 U/l mit einer spezifischen Aktivitat von 150 U/mg. 

5. Beispiel: Expression einer modifizierten (His-tagged) Lipase/Acyltransferase in 
Saccharomyces cerevisiae 

Zur Expression der modifizierten gewiinschten Nucleinsauresequenz nach SEQ ID NO 3, welche die 

Fusion von 6-His-Peptid zum C-terminalen Ende der Sequenz des Polypeptides nach SEQ ID NO 2 

ermoglicht, wurde zunachst mit der Restriktionsendonuclease BamH\ DNA partiell hydrolysiert. Mittels 

PCR wurden Primer konstruiert, welche die Nucleinsaure nach SEQ ID NO. 1 enthalten. Folgende 

Primer-Paare, die eine Extension der Nucleinsaure-Sequenz mit 6 Histidin-Codons ermoglicht, wurden 

verwendet (Start und Stop-Codon sind unterstrichen; SamHI-Restriktionsseite ist fett gedruckt, His- 

Codons sind kursiv gedruckt): 

forward S'-CTCGGATCCATGCGTTACTTTGCTATTGC 

reverse 5-CACGG ATCCJIM TGA TGA TGA TGA TGA rGAAAAGCAAAACGTTCCAACTTGAGCAATCC 
Fur die PCR Amplifikation wurde folgendes Zeit/Temperatur-Programm durchgefuhrt: 5 min bei 95 °C 
denaturiert und danach 30 Zyklen von 1 min bei 95 °C, 1 min bei 50 °C, 1 min bei 72 °C und als letzten 
Schritt 10min bei 72 °C. 

Die Fragmente aus der PCR wurden mit der Restriktionsendonuclease BamH\ digestiert und 
anschliessend in den mit der Restriktionsendonuclease SamHI geschnittenen Vektor pVT100-U zum 
Plasmid ligiert. Erhalten wurde der Vektor pVT100CpLIP2His nach Figur 3 (integratives Plasmid). Die 
Transformation von Saccharomyces cerevisiae W303-1a und die Expression des Gens wurde 
entsprechend Beispiel 3 durchgefuhrt. 

Der selektierte Transfomant wurde in Schuttelkolben bei 28 °C in YPD Medium ((YPD = 10 g/l Yeast 
extract [Difco], 20 g/l Bacto peptone [DifcoJ, 60 g/l Glukose, 150 mg/l Leucin, 100 mg/l Adenine, 100 
mg/l Histidin und 100 mg/l Tryptophan) kultiviert. Die Kulturbriihe wurde nach 36 Stunden Fermentation 
geerntet und der Uberstand der Kulturlosung durch Zentrifugieren vom Ruckstand getrennt. Der 
Uberstand enthielt 3100 U der rekombinanten his-tagged Lipase/Acyltransferase pro Liter und eine 
spezifische Aktivitat von 0,25 U/mg Protein, lonen-chelatierende Eigenschaften wurden ausgenutzt fur 
eine Aufreinigung in einem Schritt. Dazu wurde Ni-NitriloTriacetic-Acid Agarose Affinitatsgel der Firma 
Qiagen wie vom Hersteller beschrieben verwendet. Man erhielt 26% des Enzyms mit einer 
spezifischen Aktivitat von 150 U/mg Protein. 
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Patentanspruche 



1. Polypeptide mit Lipase/Acyltransferase Aktivitat mit einer Aminosauresequenz, welche zu der in 
SEQ ID NO 2 angegebenen Aminosauresequenz wenigstens 49 %, vorzugsweise 80 % Identitat 
besitzt. 

2. Polypeptide mit Lipase/Acyltransferase Aktivitat mit einer Aminosauresequenz, welche zu der in 
SEQ ID NO 2 angegebenen Aminosauresequenz in den Positionen 190 bis 390 mindestens zu 
96 % identisch ist. 

3. Polypeptide mit Lipase/Acyltransferase Aktivitat mit einer Aminosauresequenz, welche zu der in 
SEQ ID NO 2 angegebenen Aminosauresequenz identisch ist. 

4. Polypeptide nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass sie glycosyliert 
vorliegen. 

5. Polypeptide nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass sie mit einem weiteren Peptid 
verkniipft sind. 

6. Polypeptide nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem weiteren Peptid urn 
einen Marker, vorzugsweise urn his-tag handelt. 

7. Polypeptide mit einer Aminosauresequenz, welche zu der in SEQ ID NO. 4 angegebenen 
Aminosauresequenz wenigstens 49 %, vorzugsweise 80 % Identitat besitzt. 

8. Polypeptide mit einer Aminosauresequenz, welche zu der in SEQ ID NO 4 angegebenen 
Aminosauresequenz zu 100 % identisch ist. 

9. Polypeptidfragmente oder durch Deletionsmutation erhaltliche Polypeptide mit Lipase/ 
Acyltransferase Aktivitat gemaft einem der Anspriiche 1 bis 8. 

10. Durch Insertionsmutation erhaltliche oder chimare Polypeptide mit Lipase/Acyltransferase Aktivitat 
welche wenigstens in einem Teil aus einem Polypeptid bestehen, das mit einem Polypeptid oder 
Fragment gemafi einem der Anspriiche 1 bis 9 identisch ist. 

1 1 . Derivate eines Polypeptides mit Lipase/Acyltransferase Aktivitat gemalJ einem der Anspriiche 1 bis 
10. 

12. Polypeptide mit Lipase/Acyltransferase Aktivitat die wenigstens eine antigene Determinate mit 
einem der in den Anspruchen 1 bis 11 genannten Polypeptiden oder Derivaten gemeinsam haben. 
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13. Polypeptide nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 12 dadurch gekennzeichnet, dass sie 
naturlicherweise aus einem Mikroorganismus erhaltlich sind. 

14. Polypeptide nach Anspruche 13, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem 
Mikroorganismus urn eukaryontische Pilze, vorzugsweise Hefe-pilze handelt. 

15. Polypeptide nach Anspmch 13, dadurch gekennzeichnet, dass sie erhaltlich sind aus 
Mikroorganismen, ausgewahlt aus der Gruppe, die gebildet wird von Candida parapsilosis, Candida 
antarctica (Trychosporon oryzae, Pseudozyma antarctica) Candida glabrata, Candida albicans, 
Candida maltosa, Candida tropicalis, Candida viswanathii, Issatchenkia orientalis (Candida krusei), 
Kluyveromyces marxianus (C. kefyr, C. pseudotropicalis), Pichia guilliermondii (Candida 
guilHermondii), Geotrichum candidum, Fusarium solani und Aeromonas aerophila. 

16. Fur ein Polypeptid mit Lipase/Acyltransferase Aktivitat kodierende Nucleinsauren, deren 
Nucleotidsequenzen zu der in SEQ ID NO. 1 angegebenen Nucleotidsequenz zu 100 % identisch 
sind, insbesondere uber den Teilbereich, der den Aminosauren 190 bis 390 gemaft der SEQ ID 
NO. 2 entspricht. 

17. Nucleinsauren kodierend fur eine Aminosauresequenz, welche zu der in SEQ ID NO. 2 
angegebenen Aminosauresequenz wenigstens 49 %, vorzugsweise 80 % Identitat besitzt. 

18. Nucleinsauren kodierend fur eine Aminosauresequenz, welche zu der in SEQ ID NO 2 
angegebenen Aminosauresequenz in den Positionen 190 bis 390 mindestens zu 96 % identisch ist. 

19. Nucleinsauren, die fur eines der in den Anspruchen 1 bis 15 bezeichneten Polypeptide oder 
Derivate kodiert. 

20. Fur ein Polypeptid mit Lipase/Acyltransferase Aktivitat kodierende Nucleinsauren, deren 
Nucleotidsequenz zu der in SEQ ID NO. 3 angegebenen Nucleotidsequenz identisch ist. 

21. Nucleinsauren kodierend fur eine Aminosauresequenz, welche zu der in SEQ ID NO. 4 
angegebenen Aminosauresequenz wenigstens 49 %, vorzugsweise 80 % Identitat besitzt. 

22. Organismus, der eines der in den Anspruchen 1 bis 15 bezeichneten Proteine oder Derivate bildet 
oder fur diese kodierende Nukleinsauren enthalt. 

23. Organismus nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass er ein Mikroorganismus ist, 
vorzugsweise ein Hefe-Pilz. 

24. Organismus nach einem der Anspruche 22 und/oder 23, ausgewahlt aus der Gruppe, die gebildet 
wird von Candida parapsilosis, Candida antarctica (Trychosporon oryzae, Pseudozyma antarctica) 
Candida glabrata, Candida albicans, Candida maltosa, Candida tropicalis, Candida viswanathii, 
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Issatchenkia orientalis (Candida krusei), Kluyveromyces marxianus (C. kefyr, C. pseudotropicalis), 
Pichia guilliermondii (Candida guilliermondii), Geotrichum candidum, Fusarium solani und 
Aeromonas aerophila, 

25. Vektor, der eine in den Anspruchen 1 6 bis 21 bezeichnete Nukleinsaure enthalt, die fur eines der in 
den Anspruchen 1 bis 15 bezeichneten Polypeptide oder Derivate kodiert. 

26. Klonierungsvektorgemafi Anspruch 25. 

27. Expressionsvektor gemall Anspruch 25. 

28. Zelle, die einen Vektor nach einem der Anspriiche 25 bis 27 enthalt. 

29. Transformierte Wirtszelle, die eines der in den Anspruchen 1 bis 15 bezeichneten Polypeptide oder 
Derivate exprimiert oder zu dessen Expression angeregt werden kann, vorzugsweise unter Einsatz 
eines Expressionsvektors gemaft Anspruch 27. 

30. Transformierte Wirtszelle nach Anspruch 29, enthaltend eine Nucleinsaure welche fur eine 
Aminosauresequenz kodiert, welche zu der in SEQ ID NO 2 angegebenen Aminosauresequenz 
100 % Identitat besitzt. 

31. Transformierte Wirtszelle nach Anspruch 29 und/oder 30, enthaltend eine Nucleinsaure welche fur 
eine Aminosauresequenz kodiert, welche zu der in SEQ ID NO 2 angegebenen 
Aminosauresequenz wenigstens 49 %, vorzugsweise 80 % Identitat besitzt. 

32. Transformierte Wirtszelle nach Anspruch 29, enthaltend eine Nucleinsaure welche fur eine 
Aminosauresequenz kodiert, die zu der in SEQ ID NO. 4 angegebenen Aminosauresequenz 100 % 
Identitat besitzt. 

33. Transformierte Wirtszelle nach Anspruch 29 und/oder 30, enthaltend eine Nucleinsaure welche fur 
eine Aminosauresequenz kodiert, die zu der in SEQ ID NO. 4 angegebenen Aminosauresequenz 
wenigstens 49 %, vorzugsweise 80 % Identitat besitzt. 

34. Transformierte Wirtszellen nach einem der Anspriiche 29 bis 33, dadurch gekennzeichnet, dass 
es sich bei den zu transformierenden Wirtszellen urn Wirtszellen aus Mikroorganismen handelt. 

35. Transformierte Wirtszellen nach einem der Anspruche 29 bis 34, dadurch gekennzeichnet, dass 
es sich bei den zu transformierenden Wirtszellen urn Wirtszellen aus Mikroorganismen handelt, die 
ausgewahlt sind aus der Gruppe, die gebildet wird von Candida parapsilosis, Saccharomyces 
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris, Pichia boidinii, Pichia stipitis, Hansenula 
polymorpha, Kluyveromyces lactis, Schwanniomyces castelHi, Yarrowia lipolytica, Escherishia coll 
Bacillus subtilis, Bacillus amylolichefaciens, Bacillus stearothermophilus, Bacillus lichen'rformis f 
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Lactococcus lactis, Streptococcus lactis, Lactobacillus bulgaricus, Aspergillus orizae, Aspergillus 
niger, Trichoderma reesei, Mucorsp. und Rhizopussp.. 

36. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 15, unter 
Verwendung einer Nucleinsaure, die fur eine Aminosauresequenz kodiert, welche zu der in SEQ ID 
NO. 2 angegebenen Aminosauresequenz wenigstens 49 %, vorzugsweise 80 % Identitat besitzt 
und/oder unter Verwendung eines Vektors gemafS einem der Anspruche 25 bis 27 und/oder unter 
Verwendung einer transformierten Wirtszelle gemalJ einem der Anspruche 29 bis 35 Oder unter 
Verwendung einer Zelle, die dieses naturlicherweise bildet, insbesondere einer Zelle aus einem 
Organismus gemafi Anspruche 22 bis 24. 

37. Verwendung von natuiiichen und/oder rekombinanten Mikroorganismen enthaltend eine 
Nucleinsaure zur Herstellung eines Polypeptides nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 15. 

38. Verwendung einer Nucleinsaure gemaft den Anspruchen 16 bis 21 und/oder Verwendung von 
Aminosauresequenzen welche zu der in SEQ ID NO. 2 angegebenen Aminosauresequenz 
wenigstens 49 %, vorzugsweise 80 % Identitat besitzt zum Auffinden neuer Acyltransferasen 

39. Verwendung einer Nucleinsaure gemaR den Anspruchen 16 bis 21 und/oder Verwendung von 
Aminosauresequenzen welche zu der in SEQ ID NO 4 angegebenen Aminosauresequenz 
wenigstens 49 %, vorzugsweise 80 % Identitat besitzt zum Auffinden neuer Acyltransferasen. 

40. Verwendung von Polypeptiden nach Anspruch 1 bis 15 als Katalysatoren bei 
Acyltransferreaktionen, insbesondere bei Reaktionen die ausgewahlt sind aus der Gruppe die 
gebildet wird von Alkoholyse von Ester Alkoholyse von Thioestem, Thiolyse von Estern, Aminolyse 
eines Esters mit Hydroxylaminen oder Hydrazinen; Reaktion eines Esters mit Hydrogen-Peroxiden 
und enantioselektive Synthese von Estern, Thioestem, Lactonen durch Alkoholyse. 
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